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(3) Antikorper gegen ein Histidin-Fusionspolypeptid, das einen Histidin-Anteil aufweist 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft Antikorper gegen ein, 
einen Histidin-Anteil aufweisendes Fusionspolypeptid, Ver- 
fahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung. 
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Die vorliesende Erfindung betrifft AntikSrper gegen ein Histidin-Fusionspolypeptid, das einen Histidin-Anteil 
aufweist.VerfahrenzuihrerHersteUungundihre ^f"^,, lypepti ds zu exprimieren. In einem solchen 

Es ist bekannt, ein Polypept.d ,n Form e nes Hisudu " ^HiftkSrSten fusioniert am C- oder N-Termmus 
Hegt ein H^^^^^^^^^^ mittels einer Nicke.-Chelat-Chroma- 
des Polypeptids vor. Damit ist es ™g' ,cn - ™» " exprimierenden Zelle zu isolieren. . . 

tographiesaule aus dem Oberstand oder Zellysat de r « wpnnn Zeitaufwand. Daher eignet s.e s.ch 

Vorstehende Saule ist aber teuer . Femer bedeutet *r E.n«« e g ^ Nachweis lst aber 

einen Hislidin-Anieil aufwe.st, jenchtet i f- mo „oklonaler Antikorper sein. wobei ein tnonoklonaler 

Ein soloher AmikSrper kan, >™££%^£? gfchem T,er oder dem Menschen ornate, sem. wobe, tur 

JZtt1££ftZtttt£ *-ft«h andere ersetzt sind, die den, Anukorper 
weitere gunstige Eigenschaften vwleihen. F.nionsDolvoeptid" umfaBt ein Polypeptid (Peptid) jeglicher Art 
Der Alsdruck -^^^J^^^SS^S^ kann von jeglichen Zellen, z. B. Baktenen. 
und Lange, das einen H^n-^J^^^^^g^la, z. B. transgenen Tieren, expnm.ert se.n. Ein 
Hefen, Insekten-. P ^^^^^^Itl^^^ 6 aufeinander folgende Histidinreste umfassen und 

fS'nferll^ ein mono klonaler Maus-Antikorper mit 

Ein bevorzugter Antik6rper der ^rhegenden f^^^CC 2207 am 15. Febr. 1995 hinterlegt 
vorstehender Erkennung. wurde be. der DSM unter den N— , yklona i e bzw 

ErfindungsgemaBe Ant.kSrper konnen nach ""jf^™"^ iri g sbes onde r e Kaninchen fur erstere und 
monoklonale Antik6rper hergestellt werden stidin-FusionspoIypeptid, z. B. His p53 (vgl. deutsche 

Mause fQr letztere ^^^^^^^^^^Putnx^dAwg p43 39 5533) vorzugsweise 
Patentanmeldung P 42 33 !8233) oder *"™^^™^£ de rTM* kann mit dem oder den gle.chen 

=in G F»^ 

t°erdS S ot;oV^S 
nalenAn^ 

Zur Herstellung von synthet.schen .^^^™J£ n r^; n f B i ndungsreg ionen der monoklonalen Antikorper 
pern ausgegangen werden. H.erzu ^^^^^^^lidS. notwendigen Teile zu idem f.z.eren. 
zu analysieren und die fur vorstehende Erke nnung ^ "°\7 n ^ n f n n o " wendigen ganz oder teilweise elimin.ert bzw. 
Die notwendigen Teile konnen ^F^^^^^ Eigenschaften verleihen. Auch konnen Te.le 
durch Teile ersetzt werden, die den An "™r^™^Jkn. eUminiert oder ersetzt werden. Der Fachmann 

einen Histidin-Anteil aufweisen. D.e Antik orper et 8™*^"° erfahren, insbesondere in einen. Western Blot, 
solcher Fusionspolypept.de. D,es kann m bel.eb .gen ^SnSlm erfolgen. Hierzu konnen die erfindun 8 s- 
25£%£££^^ in' K on, 8 bina,ion nti. markierten 8 e 8 en s,e 

Beispiel 1 -. Herstellung von monoklonalen AntikSrpern 

„j„ t Ai c Antittene wurden His hdm2 (Aminosaure 1-284), His hdm2 

(AntinoSS^d^ 

^Tw rt « <™~ka kioW.po. lOmMTris-Hclgelost. 
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( Aminosaure i) una rm f jj v™" 111 ^"— ~ " / * r-. . 
iu!S M Harnstoff. 100 mM NaH 2 PC>4, 10 mM Tns-Hcl gelost 

Immunisierungs- und Boosterschema: 

50 ul ( - 10 \ig) His hdm2 (Aminosaure 1-284) 
50 ul (= 10 vig) His hdm2 (Aminosaure 58-491) 
50 ul PBS(Phosphat-gepufferte Saline) 

150 p.1 Freund's Adjuvans komplett 

300 ul Mix . . 

200^.1 des Mix wurden in eine Maus mjiziert 
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Tag 30: 

50uJ( = 10 |ig) His hdm2 (Aminosaure 1-284) 
50 u.1 ( - 10 u.g) His hdm2 (Aminosaure 58-491) 
20 u.1 PBS 

120 u.1 Freund's Adjuvans inkomplett 
240 nl Mix 

200 u.1 des Mix wurden in vorstehende Maus injiziert 
Tag 60: 

50 |a1 ( = 10 u.g) His hdm2 (Aminosaure 1 -284) 
50u.l(« 10 u.g) His hdm2 (Aminosaure 58-491) 
85 u.1 PBS 

115 u.1 Freund's Adjuvans inkomplett 
300 ul Mix 

200 u.1 des Mix wurden in vorstehende Maus injiziert 
Tag 90: 

50 u.1 ( = 10 u.g) His hdm2 (Aminosaure 1-284) 

50 ul ( « 10 u,g) His hdm2 (Aminosaure 58-49 1 ) 
200 u.1 PBS 
300 u.1 Mix 

200 u.1 des Mix wurden in vorstehende Maus injiziert 
Tag 180: 

150 u.1 (= 20 u.g) His p53 (Aminosaure 66-393) 
150 u.1 Freund's Adjuvans komplett 
300 u.1 Mix 

200 u.1 des Mix wurden in vorstehende Maus injiziert. 
Tag 230: 

75 u.1 ( 10 ng) His p53 (Aminosaure 66-393) 

25 u.1 ( =* 5 u.g) His hdm2 (Aminosaure 1-284) 

25 u.1 ( = 5 ug) His hdm2 (Aminosaure 58-49 1 ) 
125 u.1 Freund's Adjuvans inkomplett 
250 u.1 Mix 

200 u.1 des Mix wurden in vorstehende Maus injiziert 
Tag 260: 

75 u.1 ( - 10 u.g) His ps3 (Aminosaure 66—393) 

25 u.1 ( « 5 u.g) His hdm 2 (Aminosaure 1—284) 

25 u.1 (= 5 uV) His hdm 2 (Aminosaure 58-491) 
125 u1 PBS 
250 uJ Mix 

200 u.1 des Mix wurden in vorstehende Maus injiziert. 

Am Tag 262 wurde die Maus getotet Milzzellen wurden ihr entnommen und mit Myelomzellen fusioniert Es 
wurden monoklonale Antikorper erhalten. Einer dieser wurde bei der DSM unter ACC 2207 am 15. Febr. 1995 
hinterlegt 



Zur Immunisierung wurden Kaninchen verwendet Es wurden die Antigene von Beispiel 1 verwendet Das 
Immunisierung- und Boosterschema war identisch mit jenem von Beispiel 1 bis einschlieBlich Tag 90. 

Tag 92: 

Aus der Ohrvene des Kaninchens wurden 5 ml Blut entnommen und in einem ELISA bzw. Western-Blot auf 
Antikorper-Aktivitat getestet 

Tag 93: 

Nach positivem Test am Tag 92, wurden die Tiere getotet und die Antikorper aus dem Serum gewonnen. 



Histidin-Fusionspolypeptide t namlich His hdm2 (Aminosaure 1-284), His hdm2 (Aminosaure 58-491) und His 
p53 (Aminosaure 66-393) von Beispiel 1, sowie die Polypeptide hdm2 (Aminosaure 1-284), WAF 1 ( = wildtyp 
aktivierender Faktor) und tl6 ( - zelL reguiierendes Protein) als Kxtntrolle wurden einer Polyacrylamid-Gelelek- 



Beispiel 2: Herstellung von polyklonalen Antikorpern 



Beispiel 3: Nachweis von Histidin-Fusionspolypeptiden durch erfindungsgemaBe Antikorper 



(a) Western-Blot 
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tronhorese unterzogen Das Gel wurde uber Nacht auf eine Nitrocellulosemembran ubertragen. Diese wurde 
danr! ^Tt^^JKm. 1 : 10 bzw. 1 : 50 verdunnten Antikorper ACC 2207 1 Std. bei 37-C inkubiert. Nach 
mehreren Waschschritten mit PBS (0.05<>/o Tween 20) wurde ein kaufhcher alkahscher Phosphatase-gekoppelter 
Ziege-anti-Maus-Antikorper (Verdunnung nach Angabe der Hersteiler) zugegeben. Nach 30mmutiger Inkuba- 
tion bei 37°C folgten mehrere Waschschritte mit PBS und anschlieBend die alkalische Phosphatase-Nachweisre- 
aktion mit alkalischer Phosphatase mit Entwicklerlosung (36uM S'Bromo^-chloroO.indolyiphosphat, 400 jiM 
Nitroblau-tetrazolium, 100 mM Tris-HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCh) bet Raumtemperatur bis Banden 



SlC S b zd^te r slch, daB der erfindungsgemaBe Antikorper ACC 2207 spezifisch Histidin-Fusionspolypeptide, nicht 
aber Polypeptide ohne Histidin-Anteil erkennt. 

(b) ELISA 

In eine 96-Loch-Platte wurden pro Loch je 100 ul mit 20 ng bzw. 8 ng der Histidin-Fusionspolypeptide bzw. 
der Kontrollen von (a) einpipettiert. Nach Inkubation uber Nacht bei 4°C schlossen sich 3 kurze Waschschritte 
mit PBS an AnschlieBend erfolgte die Blockierung freier Bindungsstellen des polymeren Tragers durch einstun- 
dige Inkubation mit 1% BSA in PBS bei 37°C. Der erfindungsgemaBe, 1 : 10 bzw. 1 : .50 verdunnte Antikorper 
ACC 2207 wurde 1 Stunde bei 37° C auf der Platte inkubiert. Nach 8 Waschschritten mit PBS wurde der 
Peroxidase-gekoppelte Ziege-anti-Maus-Antikdrper von (a) zugegeben. Nach 30minutiger Inkubation bei 37°C 
folgten 8 Waschschritte und anschlieBend die Peroxidase-Nachweisreaktion mit Entwicklungslosung (50 mM 
Natriumacetat 0,4 mM 33', 5,5'-TetramethyIbenzidin-dihydrochlorid, 4,4 mM H 2 0 2 ) bei Raumtemperatur bis 

Banden sichtbar waren. . 

Es zeigte sich, daB der erfindungsgemaBe Antikorper ACC 2207 spezifisch Histidin-Fusionspolypeptide, nicht 

aber ein Polypeptid ohne Histidin-Anteil erkennt 

Patentanspruche 

1 . Antikorper gegen ein Histidin-Fusionspolypeptid, das einen Histidin-Anteil aufweis t 

2. Antikorper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB er polyklonal ist. 

3. Antikorper nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB er monoklonal ist. 

4. Antikorper nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB er bei der DSM unter ACC 2207 hinterlegt ist. 

5. Verfahren zur Hersteilung eines Antikorpers nach einem der Anspruche 1—4, dadurch gekennzeichnet, 
daB ein Tier mit einem Histidin-Fusionspolypeptid immunisiert wird, und 

(a) polyklonale Antikorper aus dem Serum des Tieres erhalten werden, oder 

(b) monoklonale Antikorper nach Fusion von Milzzellen des Tieres mit Myelomzellen erhalten werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB ein Gemisch von Histidin-Fusionspolypeptiden 
zur Immunisierung eingesetzt wird. 

7. Verwendung eines Antikorpers nach einem der Anspruche 1—4 in einem Nachweisverfahren fOr ein, 
einen Histidin-Anteil aufweisendes Fusionspolypeptid. 

8. Verwendung nach Anspruch 7, wobei das Nachweisverfahren ein Western-Blot, ein ELISA, eine Immun- 
fluoreszenz oder eine Immunprazipitation ist. 
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